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凋亡抑制剂 TPCK对致痫大鼠早期抽搐发作的影响
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摘要院目的 研究凋亡抑制剂TPCK是否能减少杏仁核内注射海人酸致痫大鼠的抽搐发作次数遥方法 一次抽搐定义为
出现肢体阵挛或全身痉挛遥给药组在海人酸注射前 1 h腹腔注射 100mg/kg窑b.w.TPCK袁而对照组注射溶剂遥自海人酸
注射后第 2周开始袁对每只动物每天观察 2 h袁每周观察 5 d袁持续 6周遥以周为单位记录抽搐次数遥6周后取海马组织计
数 CA3区活神经元数遥结果 在同一观察时段内袁给药组和对照组的抽搐发作次数无显著性差异渊孕>0.1冤袁但给药组海
马 CA3区存活神经元数显著高于对照组渊孕<0.05冤遥结论 虽然凋亡抑制剂TPCK对海马 CA3区神经元由海人酸引起
的神经毒性有保护作用袁但不能减少海人酸致痫大鼠的抽搐次数遥
关键词院红藻氨酸曰癫痫曰凋亡抑制剂曰抽搐
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粤遭泽贼则葬糟贼押韵遭躁藻糟贼蚤增藻ToinvestigatetheeffectsofTPCK, an apoptosis-inhibitoryagent,ontheseizureinratepilepsymodel
inducedbyintra-amygdalainjectionofkainate. 酝藻贼澡燥凿泽Seizuresogeneratedwasdefinedasoccurrenceoflimbclonusor
general spasm. Theratsintherapeuticgroupreceived100mg/kg窑b.w. TPCKintra-peritonealinjection1hbefore kainate
administration, while theonesreceivingsolventservedascontrols.Fromday8postinjection,closeobservationwas performed
ineveryrat,2hperdayand5dperweekinadurationof6weeks,andthenumberofseizuresperweekwas calculated.Six
weekslater, thehippocampal tissue was obtained and the number of survived neurons in CA3regioncounted. 砸藻泽怎造贼泽
Quantificationrevealedno significant difference in the number of seizures between the therapeutic group and the control
groupinthesameperiodofobservation (孕>0.1), althoughthenumberofsurvivedneuronswassignificantlyhigherin the
former(孕<0.05). 悦燥灶糟造怎泽蚤燥灶泽TheseresultssuggestthatTPCKshowedneuroprotectiveeffectagainstkainateneurotoxity on
neuronsinCA3region,however,thiseffectisnotaccompaniedbyreducednumberofseizureswithin6weeks.
运藻赠憎燥则凿泽押kainicacid;epilepsy;apotosis-inhibitoryagent;Tic

大鼠杏仁核注射海人酸渊KA冤所致癫痫发作具有
理想的颞叶癫痫模型所应具备的条件院在症状学上袁
海马尧杏仁核和其他边缘结构占有中心地位曰病理上
特异的海马损伤与颞叶癫痫的海马硬化相关曰有自
发抽搐曰与人类颞叶癫痫一样袁对大部分抗癫痫药物
耐受咱1暂遥其机制目前尚不清楚遥有证据表明袁自发抽搐
的形成与苔状纤维发芽密切相关咱2暂袁而苔状纤维发芽
又与 CA3神经元的死亡密切相关遥正常情况下袁苔状
纤维与 CA3神经元形成突触联系遥注射 KA后袁首先
引起 CA3神经元死亡袁随后才开始苔状纤维发芽咱3尧4暂遥
凋亡抑制剂对甲苯磺酰 -L- 苯丙氨酸甲基甲酮
渊N-tosyl-l-phenylalanyl chloromethyketone, TPCK冤可
以减少KA所致海马CA3神经元的死亡袁但这一神
经保护作用是否具有治疗癫痫作用尚不清楚遥本实验
采用记数抽搐的方法袁旨在研究 TPCK是否可以减

少KA致痫大鼠的抽搐发作次数遥

1 材料与方法
1.1 动物模型的建立
参考文献咱5暂遥雄性 Wistar大鼠 19只袁体质量

180~220g渊由南方医院动物所提供冤遥用 10%水合氯
醛麻醉渊3.5ml/kg窑b.w.袁腹腔注射冤后袁固定于立体定
向头架上遥沿中线切开头皮后袁根据坐标位置渊相对于
前囟院AP=原2.8mm;L=4.0mm冤用牙科钻在颅骨上钻
一小孔袁将微量注射器插入硬膜下 7.8mm 处袁将 KA
渊购自 Sigma 公司袁0.8滋g溶于 0.3滋l 的 0.1mol/L尧
pH7.4的 PBS缓冲液中冤注入杏仁核遥留置 15min后
拔除袁以防药液沿针道外溢遥待麻醉苏醒后袁诱发动物
抽搐至少 1 h遥遂予腹腔注射安定渊30mg/kg窑b.w.冤以
终止抽搐遥术中采用反馈式热垫保持肛温渊37依0.5冤益遥
1.2 实验分组
将实验大鼠随机分为对照组渊10只冤和给药组渊9
只冤遥给药组于 KA 注射前 1 h 腹腔注射 TPCK
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图 1 给药组与对照组的抽搐发作次数比较
云蚤早援圆悦燥皂责葬则蚤泽燥灶燥枣灶怎皂遭藻则泽燥枣泽藻蚤扎怎则藻泽遭藻贼憎藻藻灶
贼澡藻则葬责藻怎贼蚤糟早则燥怎责葬灶凿糟燥灶贼则燥造早则燥怎责
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渊Sigma,USA冤100mg/kg窑b.w.遥对照组以相同的方式
腹腔注射溶剂渊0.05%聚氧乙烯山梨醇脂肪酸酯冤遥
1.3 抽搐发作记数
参考文献咱6暂遥一次抽搐定义为出现肢体阵挛或
全身痉挛遥自 KA注射后第 2周开始袁对每只动物每
天观察 2 h渊9院00-10院00袁15院00-16院00冤袁每周观察 5 d袁
持续观察 6周袁以周为单位记录抽搐次数遥
1.4 组织学观察

6周后所有动物经 10%水合氯醛渊8ml/kg窑b.w.冤
深度麻醉袁迅速开胸暴露心脏袁经升主动脉用 100ml
生理盐水快速冲洗后袁用 500ml4%的多聚甲醛缓冲
液由快到慢灌注固定 3~4h遥断头取脑袁置于 4益相同
固定液中后固定 2 ~ 4 h遥再经梯度酒精脱水尧二甲苯
透明尧浸蜡尧包埋遥在距离前囟约 3.6mm处制作脑部
冠状石蜡切片袁进行HE 染色后袁于显微镜下观察组
织病理学改变袁并在高倍镜下渊40伊10冤下对 CA3区存
活神经元记数渊锥体细胞个数 /mm2冤遥
1.5 统计分析
对照组和给药组之间抽搐次数及海马 CA3区存
活神经元数差异采用贼检验遥

2 结果
2.1 TPCK对海马 CA3神经元的保护作用
对照组与给药组海马 CA3区存活神经元数分别
为渊26.7依9.2冤和渊72.3依10.5冤/mm 2袁两组之间有显著性
差异渊孕<0.05冤遥
2.2 TPCK对KA致痫大鼠抽搐发作次数的影响
观察期间大鼠的自发抽搐表现为凝视尧湿狗样
抖尧颜面部及咀嚼肌和前肢的抖动尧后腿站立尧反复站
立尧跌倒等遥为便于观察袁仅将肢体阵挛或全身痉挛定
义为抽搐遥抽搐记数结果渊95%可信限冤见图 1遥在同
一观察时间段袁给药组和对照组的抽搐发作次数无显
著性差异渊孕>0.1冤遥

3 讨论
海马硬化是颞叶癫痫的主要病理改变袁50%

~70%慢性癫痫患者的尸检发现有海马硬化遥它既是
癫痫发作的结果袁又是癫痫频发和难治的原因袁并且
可以致残渊记忆力下降尧智能和精神障碍以及痴呆冤遥
神经元死亡尧丢失是海马硬化的主要病理特征咱7暂遥大
鼠杏仁核注射 KA所致癫痫可以模拟海马硬化的形
成袁是理想的颞叶癫痫动物模型遥
杏仁核注射 KA引起抽搐相关的 CA3区神经元
损害袁表现为急性坏死渊约 30%冤和迟发性死亡渊约
70%冤袁而迟发性死亡具有凋亡的特性袁其机制尚不十
分清楚遥目前倾向于认为是兴奋性氨基酸介导的兴奋
毒性引起的遥KA注射后袁可引起海马齿状回颗粒细
胞的丛集放电袁使苔状纤维末梢释放谷氨酸袁谷氨酸
和 CA3神经元胞体的谷氨酸受体结合袁一方面激活
非 NMDA受体袁引起突触后神经元去极化袁Na+大量

内流袁继发 Cl原和水分的内流袁使神经元严重水肿尧迅
速溃变死亡咱8暂曰另一方面与 NMDA受体和代谢型谷
氨酸受体结合袁导致 Ca2+内流和胞内 Ca2+释放袁使胞
内 Ca2+浓度持续增高袁诱导即刻早期基因糟-云燥泽和
糟-允怎灶的表达袁启动细胞走向凋亡咱8尧9暂遥有证据表明袁以
TUNEL阳性细胞为特征的凋亡是其中主要的死亡形
式遥因此袁近年国内外有许多研究者提出用凋亡抑制
剂治疗癫痫遥丝氨酸蛋白酶抑制剂 TPCK是酯溶性物
质袁易于通过血脑屏障遥众多离体实验证明袁TPCK是
一种强力的凋亡抑制剂咱10暂遥而 Hara 等咱11暂则证明了
TPCK在沙土鼠脑缺血模型中的神经保护作用遥我们
的研究也表明袁TPCK可以抑制 KA所致大鼠海马
CA3神经元的凋亡袁从而提高 CA3区神经元存活数
渊另文发表冤遥
本研究结果表明袁尽管 TPCK提高了海马 CA3

存活神经元数袁但在 6周内袁其不能够减少 KA致痫
大鼠的抽搐发作次数袁没有抗癫痫治疗效果遥原因可
能是院渊1冤TPCK不能提供足够的神经保护作用袁因为
仍有全部急性坏死的神经元和部分凋亡的神经元不

能免于死亡袁因此袁我们尚不能据此完全否定神经保
护剂的抗癫痫作用袁但至少在凋亡抑制剂的抗癫痫作
用方面袁应持有相当谨慎的态度曰渊2冤抽搐记数用的是
行为学指标袁不一定能够反映真实的放电情况袁在疗
效判定上可能存在偏差曰渊3冤CA3神经元的死亡可能
并不是或不完全是KA致痫大鼠自发抽搐的原因遥
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干扰素是治疗慢性病毒性肝炎的主要药物之一袁抗病毒
治疗过程中大部分病人可出现发热尧关节疼痛尧白细胞和血小
板减少尧脱发甚至严重的精神抑郁状态等副作用袁但诱发糖尿
病却极为少见遥本文报道 2例应用干扰素治疗慢性病毒性肝
炎致糖尿病病例遥

1 临床资料
病例 1袁男袁9岁袁因输血后丙型病毒性肝炎 2年于 1996
年 7月 17日入院遥入院前曾患急性胰腺炎 2次袁否认糖尿病
史遥入院时查血糖 5.1mmol/L遥入院后给予琢-2b干扰素抗病毒
治疗袁每天肌肉注射 300万 U袁1次完成遥疗程第 3天患者出现
烦渴尧多食尧易倦等症状袁即查空腹血糖渊14.3mmol/L冤尧尿糖
渊++++冤袁诊断为Ⅰ型糖尿病遥第 4天起停用干扰素袁给予糖尿
病饮食袁拜糖平 15 mg袁3次 /d遥1月后患者空腹血糖正常袁尿糖
阴性遥出院后患者曾反复出现烦渴尧多食尧易倦等症状遥2000年
8 月袁患者自测血糖为 13.2mmol/L袁尿糖阴性袁给予胰岛素治
疗 1个月袁血糖正常遥
病例 2袁男袁49 岁袁因慢性乙型病毒性肝炎于 1999年 6月

18日入院遥入院时血糖 4.9mmol/L遥入院后给予琢-2匮干扰素
抗病毒治疗袁每次 500万 U袁肌肉注射袁3次 /周遥1999年 12月
因出现干扰素抗体阳性改用惠福仁500万 U袁3次 / 周遥2000
年 6 月患者出现烦渴尧多食尧多尿尧易倦等症状袁查空腹血糖
10.8mmol/L尧尿糖++++遥给予糖尿病饮食和诺和灵R治疗袁1
月后空腹血糖正常尧尿糖阴性遥

2 讨论
干扰素主要通过抗病毒和免疫调节作用治疗慢性病毒性

肝炎袁但也可能损害胰岛B细胞遥将琢-干扰素基因转移至小
鼠 B细胞袁可以诱发转基因小鼠出现低胰岛素糖尿病遥进一步
研究揭示袁干扰素可增加主要组织相容性复合物Ⅰ和Ⅱ类抗
原在胰岛 B细胞中的表达袁前者可加强T 淋巴细胞对具有自
身抗原的 B细胞的识别和损害袁后者则可使B细胞成为抗原
提呈细胞而直接激活免疫应答袁破坏 B细胞遥本组病例提示袁
干扰素诱发糖尿病与干扰素亚型及疗程无关遥病例 1应用
琢-2b干扰素袁在疗程的第 3天出现血糖增高袁病例 2应用琢-2a
干扰素袁在治疗后 1年左右出现血糖增高遥一般认为袁干扰素
引起的所有副作用都是可逆的袁但病例 1在诱发糖尿病 4年
后仍未能得到完全控制袁血糖反复升高袁应该引起注意遥另外袁
在考虑干扰素抗病毒治疗的禁忌证时袁除自身免疫性疾病外袁
还应注意患者是否有胰腺炎病史遥
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